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Zur Bestimmung der Aktivität der Lipase mit dem sogenannten turbidimetrischen Test
Von W. Rick und M. Hockeborn
Institut für Klinische Chemie und Laboratoriumsdiagnostik der Universität Düsseldorf
(Eingegangen am 1. Oktober/14. Dezember 1981)
Zusammenfassung: Im sogenannten turbidimetrischen Test zur Bestimmung der Lipase im Serum dient die Abnahme
der Trübung einer Triolein-Emulsion als Meßgröße. Die von Ziegenhorn et al. ((1979) Clin. Chem. 25, 1067) beschrie-
bene Modifikation mit Zusatz von Colipase und Auswertung über einen Enzymstandard wurde geprüft.
Die bisher nicht gelösten optischen Probleme, die bei Trübungsmessungen mittels eines Photometers auftreten, seien
besonders hervorgehoben. Während die enzyrnatische Reaktion bei Einsatz von Enzymstandard geradlinig verlief und
entsprechend der Vorschrift zwischen der 4. und 9. Minute nach Start auswertbar war, zeigte im Gegensatz dazu ein
Teil der untersuchten Proben keinen geradlinigen Abfall des Meßsignals in der vorgeschriebenen Zeitspanne. Andere
Proben ergaben eine konstante Anzeige oder sogar eine Trübungszunahme, die sich z.T. durch Lagerung der Seren
änderte. Neben der enzymatischen Reaktion laufen in diesen Ansätzen offenbar Veränderungen an Serumbestand-
teilen ab, die zu einem Anstieg der Trübung führen; jede Probe zeigt praktisch eine eigene Kinetik. Analysiert man Ver-
dünnungen von Seren mit hoher katalytischer Aktivität an Lipase in physiologischer NaCl-Lösung, so findet sich insbe-
sondere bei frisch gewonnenen Proben keine geradlinige Beziehung zwischen eingesetzter Enzymmenge und Trübungs-
abnahme. Die Ergebnisse der Untersuchungen von 107 Seren mit dem sogenannten turbidimetrischen Test unterscheiden
sich signifikant von den mit der titrimetrischen Methode ermittelten Resultaten (P im Wilcoxon-Test < 0,0001;
r = 0,87). Auf die wichtigsten Probleme, die noch zu lösen sind, damit im Einzelfall mit dem sogenannten turbidi-
metrischen Test diagnostisch aussägekräftige Befunde erzielt werden, wird hingewiesen.
Determination oflipase by the turbidimetric method
Summary: The turbidimetric determiriation oflipase in serüm is performed by measuring the decrease in turbidity of a
triölein emulsion. The modificätion öf Ziegenhorn et al. ((1979) Clin. Chem. 25, 1067) with addition of colipase and
evaluation via an enzyme Standard was tested.
The hithefto unresolved optical pröblems that accompany tufbidity measurements with a photometer are especially
pronounced. The reactipn with enzyme Standard gave a linear response and, in accordance with the literature, could be
üsed for evaluation between the 4th. and 9th. minüte after Start of the reäction. In contrast, some of the serum samples
showed no linear meäsürernent response in this time peripd. Other samples gave a constant Signal, or even showed a
decrease in turbidity, which varied to some extent with the störage of the sera. In these assay mixtures it appears that
the enzyrnic reäction is accoihpäriied by changes in serurn components, which lead to an increase in turbidity; practi-
cally every sample shpws different kinetics. Addition to the assay mixtüre of different dilutions of high lipase sera in
physiological saline does not result in a linear relationship between the quantity of added enzyme and the decrease in
turbidity; this is especially true of sera, from fresh blood. The results of the turbidimetric assay of 107 sera differ
significantiy from thöse öbtained by the titrimetric method (P in the Wilcoxon test < 0.0001; r = 0.87). The main
Problems of the turbidimetric assay, which must be solved in order to obtain diagnostically useful results from indi-
vidual tests, are identified.
Einführung Anfangsgeschwindigkeit der Reaktion durch kontinuier-
Die Bestimmung dier katalytischen Aktivität der Lipase liehe Titration, der freigesetzten Fettsäuren gemessen
im Serum mit Triolein bzw. Olivenöl als Substrat führt wird. Aufgrund der normalerweise im Serum enthaltenen
nur dann zu reproduzierbaren und klinisch relevanten sehr niedrigen Aktivitäten werden außerordentlich emp-
Ergebnissen, wenn unter optimalen Bedingungen die findliche Meß- und Regelgeräte benötigt, deren Auf-
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lösungsvermögen etwa 0,001 pH-Einheiten - entspre-
chend einer Potentialdifferenz von etwa 50 V — betragen
muß. Auch der übrige technische Aufwand ist erheblich.
So müssen die Ansätze mit 0,01 mol/1 Lauge titriert und
ständig mit Kohlendioxid-freiem Stickstoff gespült wer-
den. Alle Methoden bzw. Modifikationen, die als Zwei-
punktverfahren durch Verlängerung der Inkubationszeit
diesen Aufwand zu umgehen suchen, führen nicht zu
korrekten Ergebnissen, da die Reaktionsgeschwindigkeit
während der üblicherweise angegebenen Inkubationszeiten
von 3-24 Stunden nicht konstant bleibt.
Da Photometer allgemein verfügbar sind, wurde mehr-
fach versucht, die katalytische Aktivität von Lipase zu
messen, indem die Abnahme der Trübung einer Substrat-
emulsion verfolgt wird. Wir untersuchten die auf diesem
Prinzip beruhende Modifikation von Ziegenhorn et al. (1).
Material und Methodik
Reagens
Zur Bestimmung der Lipase wurde die im Handel befindliche
Reagentien-Kombination Lipase, Boehringer Mannheim,












Der pH-Wert beträgt 9,2.
Das Reagens enthält weiterhin Harnstoff, ein „Schutzkollöid"
(Mannit, Rinderserumalbumin, Polyethylenglykol, Polyvinyl-
pyrrolidon o.a.) (2) und Natriumazid als Konservierungsmittel.
Angaben des Herstellers zur Art des „Schutzkolloids" und zu
den Konzentrationen dieser zusätzlichen Substanzen fehlen.
Enzyme
Die folgenden Enzympräparationen wurden eingesetzt:
Lipase (Triacylglycerol acyl hydrolase, EC 3.1.1.3), gereinigte
Pankreaslipase aus menschlichem Duodenalsaft; katalytische
Aktivität 690 U/mg (25 °C) gegen Triolein als Substrat.
„Lipase-Standard" aus der Reagentien-Kombination Lipase,
. das Präparat wurde nach Vorschrift aufgelöst; Sollwert-
angaben in Abhängigkeit von der Charge.
Probenmaterial
Bei den verwendeten Proben handelte es sich um:
Seren von Gesunden,
Seren von Patienten mit akuten oder chronischen Pankreasr
erkrankungen,
Seren, die etwa 10 Minuten nach i.v. Injektion von 5000 I.E.
Heparin von Gesunden gewonnen wurden,
Seren, in denen die Pankreaslipase durch zweistündige Inkuba-
tion bei 56 °C vollständig inaktiviert worden war; dies wurde
im titrimetrischen Test mit Triolein als Substrat nachgewiesen.
Verfahren
Prinzip
Von Ziegenhorn et al. (3) wird folgender Reaktionsablauf an-
gegeben:
„Triolein + 2 H2O *pase> Monoglycerid + 2 Mol Fettsäuren"
Die Trübung der Triolein-Emulsion nimmt infolge der Hydro-
lyse des Substrats ab. Dadurch ergibt sich eine Zunahme der
Lichtdurchlässigkeit des Testansatzes, die im UV-Bereich beson-
ders ausgeprägt ist. Das Meßsignal wird am Photometer auf der
Absorptionsskala abgelesen.
Ausführung ' r
Reagens und Enzymstandard wurden nach Vorschrift des Her-
stellers aufgelöst. Da das Auffüllen des lyophilisierten Lipase-
Reagens in den weitlumigen Originalfläschchen bis zu der ange-
brachten Markierung nicht zu einem ausreichend exakten End-
volumen führen kann, die Ergebnisse andererseits über einen
Enzymstandard berechnet werden, wurde für jede Serie der
gelöste Inhalt einer genügenden Zahl von Fläschchen vor
Gebrauch gemischt. Für jede Analysenreihe wurde so eine
konstante Substratkonzentration im Testansatz gesichert und
dadurch eine Berechnung über die mitgeführten Standardwerte
ermöglicht.
Da das zeitraubende Mischen der Ansätze in Küvetten leicht
zur Schlierenbildung und zu Verunreinigungen führen kann,
wurden jeweils 2,5 ml Substratlösung in Reagensröhichen auf
25 °C temperiert. Nach Zugabe von 100 Probe; sorgfältigem
Mischen unter Vermeidung von Schaumbildung und Überführen
des Ansatzes in eine Küvette im auf 25 °C temperierten Küvetr
tenhalter wurde das Meßsigfral bei 365 nm im Spektrallinien-
photometer (Eppendorf Digitalphotometer 6115 mit Küvetten-
wechseleinrichtung 2705) ·=- abweichend von der Herstellervor-
schrift - in Minutenabstäilden, z.T. bis zu 25 Minuten lang, auf
der Absorptionsskala abgelesen. In-je der Serie wurden Rea-
gentien-Leerwerte mit physiologischer NaCl-Lösung und
Standardwerte mit Enzymstandard anstelle der Probe ange-
setzt. Ebenso wurden Kontrollproben mitgeführt.
Berechnung
Wie im Abschnitt „Ergebnisse" im einzelnen beschrieben ist,
fand sich bei den verschiedenen Proben eine geradlinige Ände-
rung des Meßsignals pro Minute zu ganz unterschiedlichen
Zeiten nach Beginn der Reaktion. Zur Auswertung kann daher
nicht — wie vom Hersteller angegeben «· regelmäßig die Ätide^
rung der „Extinktion" zwischen der 4. und der 9. Minute nach
Start herangezogen werden. Wir bildeten aus den Ablesungen
pro Minute im linearen Reaktionsverlauf einen Durchschnitts-
wert — wegen der Unempfindlichkeit des Verfahrens mit 4
Nachkommastellen -^ und setzten ihn in folgende FpfineJ ein:




Unter den Testbedingungen fand sich in Abwesenheit
von Lipase keine spontane Verminderung der Trübuiigs-
intensität, so daß bei der Auswertung der Messungen
kein Reagentien-Leerwert zu berücksichtigen ist.
Enzymstandard
Während bei der Analyse des Enzymstandards unter
Verwendung der gleichen Substratemulsion gut repro-
duzierbare Meßsignale erhalten wurden (Variations^
koeffizient in dter Serie = 1*9%)* ergaben*sich mit Trio-
lein-Emulsionen der gleichen Charge, die jedoch zu
verschiedenen Zeiten aufgelöst wurden, zum Teil stark
unterschiedliche Ergebnisse. Bei unseren Untersuchungen
sehwankten die Werte für das „ " pro 5 Minuten am
gleichen Photometer unter Verwenäung einer justierten
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Küvettenwechseleinrichtung zwischen 0,050 und 0,083.
Daß diese Differenzen nicht den Eigenschaften des
Enzymstandards zuzuschreiben sind, konnte durch Ein-
satz von Standardlösung gleicher katalytischer Aktivität
aus verschiedenen Fläschchen unter Verwendung der
gleichen Substratlösung nachgewiesen werden. Hierbei
ergaben sich gut reproduzierbare Trübungsminderungen.
Es müssen vielmehr Unterschiede zwischen den einzel-
nen getrennt aufgelösten Substratemulsionen aus einer
Charge vorliegen. Sie könnten auf der bereits erwähnten
Schwierigkeit beruhen, das lyophilisierte Substanz-
gemisch auf ein definiertes Endvolumen zu bringen.
Auch dürften andere Einflüsse, wie die Temperatur
beim Rekonstituieren, der zeitliche Abstand zwischen
Zugabe des dest. Wassers und Beginn des Umschwenkens
und die Art sowie Intensität des Mischens eine Rolle
spielen. Ohne Frage reichen die Angäben des Herstellers:
„Inhalt einer Flasche Lipase-Reagenz durch Auffüllen
mit dest. Wasser bis zur Marke (ca. 27 ml) lösen" nicht
aus. Andererseits genügt es auch nicht, wie in der Vor-
schrift empfohlen, nur „für jede Packung einmal die
Extinktion des Standards (Doppelbestimmung) zu
ermitteln". Der oben mitgeteilte Bereich von 0,050 bis
0,083 - entsprechend einem Verhältnis l: l ,6 - läßt die
Größe des möglichen Fehlers erkennen, der bei Umrech-
nung auf die nur einmal gemessene Trübungsänderung
des Standards auftreten kann. Zur Vermeidung derartiger
systematischer Fehler von Serie zu Serie führten wir nach
jeder neuen Auflösung von Substrat Standardwerte
(Preifachbestimmungen) mit. Der errechnete Mittelwert
des Meßsignals diente zur Auswertung.
Wird der gelöste Standard gut verschlossen bei + 2 bis
+ 8 °C aufbewahrt und werden Verunreinigungen sowie
Bakterienwachstum vermieden, so ist die katalytische
Aktivität der Lipase selbst nach 5 Monaten noch unver*
ändert erhalten.
Reaktionsablauf
Der Sollwert der in unseren Untersuchungen verwende-
ten Enzymstandards betrüg 452 bzw. 479 U/l. Wird ein
solcher Standard in den sogenannten turbidimetrischen
Test eingesetzt, so beobachtet man etwa zwischen der
2. und 15. Minute nach Start einen geradlinigen Reäk^
tionsablauf (Tab. 1).
bn Gegensatz dazu verhalten sich die,Proben ganz unter-
schiedlich. Bei der überwiegenden Zahl der untersuchten
Seren nährn die Trübung während der empfohlenen
Meßzeit zwischen 4 und 9 Minuten linear ab (Tab. 1).
Ein Teil der übrigen Proben zeigte erst zu einem späteren
Zeitpunkt einen geradlinigen Absorptionsabfall, ein
anderer Teil ergab ein konstantes Meßsignal oder ließ
anfangs eine Zunahme, später eine Abnahme der Trübung
erkennen (Tab. 2). Diese Irregularitäten im Verlauf der
Meßreaktion variieren nicht nur von Probe zu Probe,
sondern auch bei Einsatz verschiedener Verdünnungen
der gleichen Probe (Abb. l, Tab. 3). Dabei zeigte sich eine
gewisse Systematik: Je weniger Serum der Testansatz ent-
hielt, desto länger dauerte die Phase der Trübungszu-
nahme und desto später setzte eine konstante „Extink-
tionsabnähme" ein.



















































































Tab. 2. Beispiele für nicht geradlinigen Reaktionsablauf im soge-



















































































































Abhängigkeit des Meßsignals von der eingesetzten
Enzymmenge
Analysiert man Verdünnungen des Standards in
physiologischer NaCl-Lösung, so findet man bis zu
10% der Ausgangsaktivität einen geradlinigen Zu-
sammenhang zwischen der Enzymmenge im Test
und der Trübungsabnahme pro Zeiteinheit (Abb. 2).
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Tab. 3. Beispiel f r nicht geradlinigen Reaktionsablauf im soge-
nannten turbidimetrischen Test bei Einsatz von Serum-
verd nnungen '(„ΔΑ*436S rim/min).
Zeit Serum M., Verd nnungen entsprechend μΐ Serum/Test
*
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Abb. 1. Abh ngigkeit des Reaktionsablaufs vom eingesetzten
Probevolumen im sogenannten turbidimetrischen Test.
Serum M., kataly tische Aktivit t im titrimetrischen
Test = 430 U/l.
Kataly tische Aktivit ten im sogenannten turbidi-
metrischen Test, jeweils aus dem geradlinigen Anteil des
Reaktionsablaufs ermittelt (in Klammern: relative kata-
lytische Aktivit t bezogen auf die Aktivit t bei Einsatz
von 100 μΐ Probe in den Test = 100).
1ΠΛ..1/ΤΛ«+ Τ1ΛΤΤ/1 (Λ f\f\\xv/v/ μ,ι/ Acat / JL\J u/i \±\j\jj
50 μΙ/Test = 560 U/l (79)
20μ1/Τβ8ΐ = 335υ/1 (47)
10Ml/Test = 150U/l (21)
nach
Start 100 μΐ 80 μΐ
(min)
2 - 0,010 - 0,003
3 -0,013 -0,007
4 - 0,015 - 05008
5 -0,016 -0,010

































































































Die ISerumproben dagegeiii zeigen auch in dieser Hinsicht
ein ganz unterschiedliches Verhalten:




ergaben zwei eine direkte Proportionalit t zwischen
Me signal und Probevolumen bei Auswertung nach
Vorschrift (zwischen der 4. und der 9. Minute nach
Start der Reaktion) (Tab. 4). Bei der h chsten Ver:
d nnung ist zu ber cksichtigen, da die Me signale bei
Einsatz von 10% Serum au erordentlich gering sind
und auch die Abweichungen in der Anzeige mit dem
Faktor 10 multipliziert werden. Bei beiden erw hnten
Tab. 4. Beispiele f r geradlinigen Zusammenhang zwischen
Serumverd nnung und Me signal im sogenannten
turbidimetrischen Test.
Enzymstondord im Test [μ(]
Abb. 2. Abh ngigkeit des Me signals vom eingesetzten Volumen
Enzymstandard im sogenannten turbidimetrischen Test.
Die verwendete Verd nnung des Standards ist in μΐ un-






































Ausgewertet wurde der lineare Tnibungsabfall zwischen der 4.
und 9. Minute nach Start.
Die kataly tischen Aktivit ten sind auf unverd nntes Serum
umgerechnet. * *
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Proben zeigte sich auch eine befriedigende Überein-
stimmung der Ergebnisse mit dem titrimetrischen Test.
Wurde bei Einsatz sehr hoher katalytischer Aktivitäten
an Lipase — abweichend von der Vorschrift — der lineare
Teil der registrierten Anfangsgeschwindigkeit ausge-
wertet, so ergab sich bei 4 Seren ein geradliniger Zu-
sammenhang zwischen Serumvolumen im Test und ini-
tialer Trübungsabnahme (Tab. 5). Bei diesen stark
erhöhten Werten wurden allerdings die. Ergebnisse der
kontinuierlichen Titration nicht erreicht.
Tab. 5. Zusammenhang zwischen Serumverdünnung und Meß-
signai im sogenannten turbidimetrischen Test bei Einsatz
von stark erhöhten katalytischen Aktivitäten an Lipase.
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Auswertung - abweichend von der Vorschrift — über die Anfangs-
geschwindigkeit.
Die katalytischen Aktivitäten sind auf unverdünntes Serum
umgerechnet.
Bei den übrigen 10 Seren diente der geradlinige Reäk-
tionsablauf — unabhängig vom Zeitpunkt seines AufV
tretens — zur Berechnung. Vor allem bei hohen Ver-
dünnungen wurde erst nach etWa^Ö Minuten eine
Lineantät beobachtet; in einem Fall kam es sogar zu
einer Trübürigszunahme. Die hohen katalytischen Aktivi-
täten machten wiederum eine Auswertung der Anfangs-
geschwindigkeit erforderlich. Bei einer derartig modi*
fizierten Berechnung zeigten sich um so höhere kata-
lytische Aktivitäten an Lipase, je mehr Serum in den
• Test eingesetzt wurde (Tab. 6). Da es keine logische
Grundlage für die Auswahl eines Ergebnisses aus den
unterschiedlichen Paten einer Verdünnungsreihe gibt,
ist die Berechnung einer Korrelation mit den Resultaten
des titrimetrischen Tests nicht möglich.
Zur Verdeutlichung ist in den Abbildungen l und 3 der
Reaktionsablauf von zwei Seren aus Tabelle 6 graphisch
dargestellt. Die in Abbildung l gezeigte Probe ergab
während der Zeit zwischen der 4. und 9. Minute keine
geradlinige Signaländerung, daher wurde jeweils der
lineare Teil der Kurven zur Auswertung herangezogen.
Mit 100 Serum fand sich eine wesentlich höhere kata-
lytische Aktivität als beim kontinuierlichen titrimetri-
schen Verfahren, geringere Serurnrnengen führten zu
fälschlich erniedrigten katalytischen Aktivitäten. Ein
ganz anderes Verhalten zeigt Abbildung 3: Mit 100
Serum wurde ein geradliniger Abfall der Trübung
während der vorgeschriebenen Meßzeit beobachtet; auch
50 und 20 Probe im Test ergaben einen geradlinigen
Verlauf, jedoch ein zu geringes „ "; es entsprach 80%
bzw. 46% des Ausgangswertes. Bei Einsatz von 10
Probe fand sich sogar eine Trübungszunahme.
Die in Tabelle 6 zuerst aufgeführten 8 Seren wurden am
Tage der Entnahme untersucht. Die restlichen Ergebnisse
sind an Proben gewonnen worden, die seit 1967,1968
bzw. 1969 bei — 20 °C konserviert waren. Beim Vergleich
der Resultate an frischen und eingefrorenen Seren zeigte
sich auffälligerweise bei dem tiefgefrorenen Material
eine bessere Korrelation zwischen eingesetzter Proben-
menge und gemessener Trübungsabnahme. Dies steht im
Widerspruch zu der zunächst vom Reagentien-Hersteller
gemachten Angabe, daß eingefrorene Seren nicht im
turbidimetrischen Test analysiert werden könnten.
Tab. 6. Beispiele für nicht geradlinigen Zusammenhang zwischen





















































































































































































Auswertung nach Vorschrift zwischen der 4. und 9. Minute
nach Start.
* Auswertung des linearen Trübungsabfalls zu einem späteren
Zeitpunkt.
** Auswertung der Anfangsgeschwindigkeit.
Die katalytischen Aktivitäten sind auf unverdünntes Serum
umgerechnet.
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Abb. 3. Abhängigkeit des Reaktionsverlaufs vom eingesetzten
Probevolumen im sogenannten turbidimetrischen Test.
Serum P., katalytische Aktivität im titrimetrischen
Test =650 U/l.
Katalytische Aktivitäten im sogenannten turbidi-
metrischen Test, jeweils aus dem „ A" zwischen der
4. und 9. Minute nach Start der Reaktion ermittelt
(in Klammern: relative katalytische Aktivität
bezogen auf die Aktivität bei Einsatz von 100
Probe in den Test = 100).
100 /Test = 577 Ü/l (100)
50 /Test = 460 U/l (80)
20 /Test = 265 U/l (46)
10Ml/Test= U/l ( )
Reaktionen von unterschiedlicher Auswirkung auf das
Meßsignal gleichzeitig ablaufen: Die durch die katalytische
Aktivität der Lipase bedingte Trübungsabnahme und
eine sich überlagernde serumspezifische Trübungszu-
nahme. Die Trübungszunahme könnte möglicherweise
durch einen Proben-Leerwert ohne Triolein kompensiert
werden (Prellwitz (4)). Untersuchungen hierzu erwiesen
sich jedoch als nicht durchführbar, da die Zusammen-
setzung des im Händel befindlichen Substrats nicht voll-
ständig deklariert ist (s.o.) und wir daher das Leerwert-
Reagens nicht selbst ansetzen konnten. Dem Vorschlag,
uns ein solches Leerwert-Reageris ohne Substrat zur
Verfugung zu stellen, ist der Hersteller bisher leider nicht
gefolgt.
Tab. 7. Beispiele für Seren, die im sogenannten türbidime-
trischen Test eine Trübungszunahme bzw. eine Kon^




























Katalytische Aktivität im titrimetrischen Test - Mittelwert
aus Doppel- bzw. Dreifachbestimmungen.
Probleme durch Konstanz bzw. Zunahme der Trübung
im Testansatz
Wie bereits in den Tabellen 2 und 3 sowie den Abbil-
dungen l und 3 gezeigt wurde, beobachtet man bei
einem Teil der Seren bzw. Serumverdünnungen eine
Konstanz bzw. Zunahme der Trübung anstelle der
erwarteten „Extinktionsabnahme". Unter den von uns
analysierten 1238 Proben fanden sich 103, die dieses
Verhalten zeigten und deren katalytische Aktivität an
Lipase daher mit dem sogenannten turbidimettisehen
Test nicht gemessen werden konnte. Beispiele aus einer
Serie sind in Tabelle 7 zusammengestellt. In allen 7
Seren konnten im titrimetrischen Test katalytische
Aktivitäten an Lipase bestimmt werden, die im Nonn-
bereich lagen. Zwei Seren wurden 24 Stunden später
erneut analysiert; die Zunahme der Trübung war
wesentlich stärker ausgeprägt. Dieser Effekt wurde auch
in späteren Serien gefunden, jedoch von uns nicht syste-
matisch untersucht.
Die Ursache der beschriebenen Störung ist bisher nicht
bekannt. Wahrscheinlich beruht sie darauf, daß zwei
Meßtechnische Empfindlichkeit des sogenannten turbi-
dimetrischen Tests
Der verwendete Lipasestandard mit einer kataly tischen
Konzentration von 452 U/l ergab nach unseren Mes-
sungen bei 365 nm eine Trübungsabnahme, die einem
„ " von gfößenordnüngsmäßig 0,060 in 5 Minuten
oder 0,012 pro-Minute entsprach. Somit findet sich bei
katalytischen Aktivitäten an der oberen Grenze des
Referenzbereichs (140 U/l) nur eine Änderung des
Meßsignals von etwa 0,004/min und bei einer kata-
lytischen Aktivität an Lipase von 35 Ü/l entspire*
chend nur ein „ " von 0,001/min. Diese Änderun-
gen sind viel geringer als z.B. die Absorptionsdiffe-
renzen im UV-Test zur Bestimmung der Transaminasen,
bei denen die Präzision an der Grenze des Referenz-
beieichs auch schon nicht zufriedenstellend ist! Die
Messung der Lipase bei 334 nrft ergibt keine wesentliche
Steigerung der Empfindlichkeit, da die Meßsignale nur
um 15% höher Hegen als bei 365 nin, andererseits aber
dieo Stabilität der Anzeige geringer ist. Berücksichtigt
man weiterhin, daß die anfängliche Trübung — gegen
dest. Wasser gemessen —einer Absorption von mehr
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als l ,000 entspricht, so werden die meßtechnischen
Schwierigkeiten und die allein hierdurch möglichen
Fehler deutlich.
Spezifität
Im titrimetrischen Test mit Triolein als Substrat und
in Anwesenheit optimaler Na-Glykocholat-Konzentra-
tionen wird die katalytische Aktivität der Lipoprotein-
lipase mitgeinessen, deren Höhe 10—30 min nach
Heparininjektion etwa 200-400 U/l beträgt (5). Im
sogenannten türbidimetrischen Test liegt die Gallen-
salzkonzentration mit 19 mmol/1 so hoch, daß die Lipo-
proteinlipase weitgehend gehemmt ist. Die Hemmung
der Pankreaslipase unter diesen Testbedingungen wird
durch den Zusatz von Colipase aufgehoben. Bei Einsatz
von gereinigter Pankreaslipase aus menschlichem Duo-
denalsaft fanden wir im sogenannten turbidimetrischen
Test nur 7% der mit dem titrimetrischen Verfahren
gemessenen Aktivität. Die Ursache dieser Diskrepanz ist
unklar.
Vergleichsuntersuchungen
Um die diagnostische Zuverlässigkeit des sogenannten
turbidimetrischen Tests zu prüfen, führten wir an 107
Seren Vergleichsuritersüchungen mit dem titrimetrischen
Verfahren als Referenzmethode aus. Keiner der Patienten
hatte Heparin erhalten. In jeder Serie wurden Kontroll-
proben analysiert; bei der Titrimetrie betrug der Varia-
tionskoeffizient (VK) von Tag zu Tag 2,5% (n = 25),
beim sogenannten turbidimetrischen Test 3,4% (n = 13).
Unter den bei der sogenannten Turbidimetrie ermittelten
Meßdaten fanden sich 9, die nicht ausgewertet werden
konnten: Ein Serum zeigte keine Trübungsänderung, bei
6 Proben ergab sich eine Zunahme der Trübung. Die
katalytischen Aktivitäten dieser Seren an Lipase be-
trugen mit der Referenzmethöde 49, 39,78, 65,93,17
und 67 U/l (Tab. 7). Bei weiteren zwei Seren mit stark
erhöhten katalytischen Aktivitäten ergaben sich die
bereits besprochenen Probleme hinsichtlich der Ausweg
tung bei Einsatz von Serumverdünnungen in phyio
logischer NaCl-Lösung. Die übrigen 98 Datenpaare
wurden mit dem Wilcoxon-'fest auf Übereinstimmung
geprüft; die Ergebnisse beider Methoden weichen signi-
fikant voneinander ab (P < 0,0001). '
Die Ergebnisse von 80 Seren mit katalytischen Ak-
tivitäten von bis zu 150 U/l bei der Titration sind
in Abbildung 4 dargestellt. Die einzelnen Punkte ent-
sprechen Mittelwerten aus Doppel- bis Vierfachbestim-
mungen. Es zeigt sich eine Punktwolke mit erheblichen
Abweichungen in beiden Richtungen. Wird trotzdem die
Korrelation berechnet, so ergibt sich ein Korrelations-
koeffizient von r = 0,87. Die Gleichung der Regressions-
geraden lautet: y = — 10 + 0,98 x. Abbildung 5 zeigt
Daten von 18 Seren mit erhöhter Lipase. Obwohl der
sogenannte turbidimetrische Test in diesem Bereich auf-
grund des höheren Meßsignals besser ausgewertet werden
kann, ist die Korrelation mit r = 0,86 nicht enger als bei
Normalseren. Auch hier ergibt die Gleichung der Regres-
sionsgeraden (y = 48,6 + 0,73 x) einen erheblichen
Ordinatenabschnitt. Da der Korrelationskoeffizient im
Einzelfall nichts über die Vergleichbarkeit zweier Daten-
paare aussagt, sind in Tabelle 8 die an 6 Seren gewon-
nenen Ergebnisse zusammengestellt, die erhebliche
Abweichungen — insbesondere über die Grenze des
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Abb. 4. Vergleichsuntersuchungen des sogenannten turbidi-
metrischen Tests mit dem titrimetrischen Verfahren
an 80 Seren mit einer katalytischen Aktivität an Lipase
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Abb. 5. Vergleichsuntersuchungen des sogenannten turbidi-
metrischen Tests mit dem titrimetrischen Verfahren an
18 Seren mit erhöhter katalytischer Aktivität an Lipase.
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Tab. 8. Beispiele für erhebliche Abweichungen zwischen den




























Von mehreren Autoren wurden Verfahren zur Bestim-
mung der Lipase im Serum beschrieben, bei denen die
Abnahme der Trübung einer Triolein- bzw. Olivenöl-
Emulsion mit Hilfe eines Photometers (sogenannte
„Turbidimetrie") (Vogel &Zieve 1963 (6), Shihabi
& Bishop 197 (7), Verduin et al. 1973 (8)9Ramiz
et al. 1974 (9\Kreutzer et al. 1975 (\Q\Kok et al.
1978 (11) oder eines Nephelometers (Zinterhofer et al.
1973 (12)) gemessen wird. Hierbei bestehen einmal
meß technische Schwierigkeiten; es ergeben sich vor
allem Unterschiede der Ergebnisse in Abhängigkeit von
der Art des verwendeten Photometers. Zum anderen
ist das Problem der Auswertung der Meßsignale nicht
einheitlich gelöst: Shihabi & Bishop (7) nehmen irrtüm-
lich an, daß eine vollständige Klärung der Triglycerid-
Emulsion bereits bei Abspaltung einer einzigen Fett-
säure aus dem Triglyceridmolekül vorliegt. Bei
Verduin et al. (8) erfolgt die Berechnung unter Bezug,
nähme auf eine einzige Probe, deren katalytische
Aktivität durch die Bestimmung der Kupfersalze frei-
gesetzter Fettsäuren ermittelt wurde. Die Ergebnisse
aller genannten Verfahren sind außerordentlich
schlecht reproduzierbar, eine Standardisierung war
bisher nicht möglich.
Der von Ziegenhorn et al. (1) entwickelte Test unter-
scheidet sich von den zuvor genannten vor allem
durch den Zusatz von Colipase und durch die Aus-
wertung über einen Enzymstandard, dessen katalytische
Aktivität im titrimetrischen Verfahren ermittelt wurde.
Durch die Berechnung über einen Standard sollen die
Unterschiede bei Verwendung verschiedener Meßgeräte
eliminiert werden. Der Reaktionsablauf dieser Modi-
fikation zeigt bei Einsatz von reiner Lipase - ähnlich
wie die anderen sogenannten turbidimetrischen Verfah-
ren - anfangs eine lag-Phase, anschließend einen linearen
Verlauf und schließlich eine Abnahme der Trübungs-
änderung pro Minute als Zeichen dafür, daß die Reak-
tionsgeschwindigkeit durch Verminderung der Substrat-
konzentration abnimmt.
Ein ähnliches Verhalten wurde bei der Verwendung von
Trilinolein als Substrat (13) beobachtet (14). Beim Ver-
fahren nach Ziegenhorn et al. kann der oben beschriebene
Reaktionsablauf, der durch die katalytische Aktivität der
Lipase bedingt ist, bei Einsatz von Seren durch eine von
Probe zu Probe stark unterschiedliche Trübungszunahme
überlagert werden. Ähnliche Beobachtungen wurden
bereits bei den früher beschriebenen Sogenannten turbidi-
metrischen bzw. nephelometrischen Verfahren mitgeteilt
(8,11,15,16, 16a). Als Ursache dieser Störung, die die
Messung der katalytischen Aktivität der Lipase im soge-
nannten turbidimetrischen Test nach Vorschrift des Her-
stellers bei etwa 8% der hier untersuchten Sereri und
nach einer Mitteilung von Lorentz und Platter (17) sogar
bei mehr als 20% von 53 gemessenen Proben unmöglich
machte, ist vor allem eine Veränderung von Serum-
beständteilen zu diskutieren; etwa durch Anwesenheit
der relativ hohen Konzentration an Harnstoff (etwa
110 mmol/1), Polyethylenglykol u.a. Substanzen im
Test. Kreutzer et al. (10) machen die hohe Konzentration
an Na-desoxycholat dafür verantwortlich. Die Frage, ob
die Störungen durch einen Proben-Leerwer<t auszuschalten
sind, konnte nicht geprüft werden, da uns ein Leerwert-
Reagens ohne Substrat nicht zur Verfügung gestellt wurde
und da es infolge unvollständiger Deklarierung der Test-
lösung nicht selbst angesetzt werden konnte. Auffällig
ist, daß bei der Untersuchung von Standardlösungen
und von Kontrollproben auf Albümiiibasis eine Störung
durch Trübungszüiiähme nicht zu erkennen war.
Da jede Probe eine eigene Kinetik hat (s. Tab. 2 und 3
sowie Abb. l und 3), fuhrt eine Ablesung und Auswer-
tung entsprechend der Vorschrift zu festen Zeiten im
Einzelfall zu fälschen bzw. unsinnigen Ergebnissen (nega-
tive katalytische Aktivitäten!). Durch Modifikation der
Reagens-Zusammensetzung und Untersuchungen an
einer ausreichenden Zahl friscli gewonnener Proben,
bei denen die Kinetik — wie auch bereits Kreutzer et al.
zeigen konnten (10) — besonders unbefriedigend ist,
sollte der Hersteller die beschriebene Problematik zu
klären versuchen.
Wie im titrimetrischen Test gezeigt werden konnte, ist
die Lipase im Serum bei + 4 bis + 8 °C und bei Raum-
temperatur (25 Tage lang geprüft) hervorragend haltbar.
Auch der Enzymstandard zeigte im sogenannten turbi-
dimetrischen Verfahren eine für Enzyme ungewöhnlich
gute Stabilität (s.o.). Nach Angabe des Herstellers sind
jedoch nur Seren, die nicht länger als 5 Tage im Kühl-
schrank aufbewahrt wurden, für die Messung im soge-
nannten turbidimetrischen fest geeignet. Bei Raum-
temperatur sollen die Proben nicht länger als 24 Stünden
verwendbar sein. Diese schlechte Haltbarkeit kaiin nicht
auf den Eigenschaften des Enzyms beruhen. Es ist viel·
mehr zu diskutieren, ob die Ursache darin liegt* daß es bei
manchen Seren nach Lagerung zu einer Tijibungszü-
nahme im Test kommt (s. Tab. 7).
Eine weitere Schwierigkeit stellt die Messung stark erhöh-
ter0 katalytischer Aktivitäten von Lipase dar. Als Verdün-
nungsgrenze gibt der Hersteller 700; U/l an; bei höhe-
ren katalytischen Aktivitäten wird empfohlen, eine
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Serumverdünnung mit physiologischer NaCl-Lösung im
Volumenverhältnis l + l zu analysieren. Somit erstreckt
sich der mögliche Meßbereich bis 1400 U/L Bei Patienten
mit akuter Pankreatitis wurden jedoch von uns zum
Zeitpunkt der Klinikaufnahme im Mittel 4920 U/l
gefunden, der Bereich umfaßte Werte von 1050 bis
20600 U/l (18). Ein großer Teü dieser Seren wäre also
mit dem sogenannten turbidimetrischen Test von vorn-
herein nicht zu analysieren. Setzten wir Serumverdün-
nungen in physiologischer NaCl-Lösung in den Test ein,
so war bei den meisten untersuchten frischen Seren unab-
hängig von der Höhe der katalytischen Aktivität keine
lineare Beziehung zwischen Meßsignal und Höhe der
Verdünnung gegeben (s. Tab. 6). Da inaktiviertes Pool-
serum z.T. auch die bereits beschriebene Trübungs-
zunahme zeigte, wurde es als Verdünnungsmedium von
uns nicht benutzt. Das Problem der Analyse von Seren
mit hoher kataly tischer-Aktivität im sogenannten turbi-
dimetrischen Test ist also nach wie vor nicht gelöst.
Während bei dem kontinuierlichen titrimetrischen Ver-
fahren infolge der hohen Trioleinkonzentration 98% der
Maximalgeschwindigkeit erreicht werden, läuft die
Enzymreaktion beim sogenannten tijyrbidinietrischen
Test nur mit etwa 7% der maximalen Geschwindigkeit
ab. Die gewählte Substratkonzentration liegt mit 0,079
Km ganz am Anfang der Michaelis-Menten-Kurve und
beträgt nur 0,2% der Trioleinkonzentration bei der
Titrimetrie. Kleine Unterschiede in der Substratkonzen-
tration ergeben daher im sogenannten turbidimetrischen
Test große Abweichungen in der gemessenen kata-
lytischen Aktivität. Die extrem niedrige Substratkon-
zentratiori führt weiterhin zu einem sehr schnellen Sub-
stratumsatz bei der Analyse von Proben iiiit hoher kata-
lytischer Aktivität. Mißt man in solchen Fällen nach
Vorschrift — 4 und 9 Minuten nach Start der Reak-
tion —, so kann es zum weitgehenden Verbrauch des
Substrats vor Beginn der Messung und damit fälschlich zu
normalen Befunden kommen. Das Problem ist auch von
der Messung der Transaminasen her bekannt: Die hohen
katalytischen Aktivitäten bei akuter Hepatitis werden
öfters nicht erkannt, weil das NADH im Testansatz ver-
braucht ist, bevor die erste Messung erfolgt. Bei Einsatz
eines Serums mit einer katalytischen Aktivität an Li-
pase von 12900 U/1 in den sogenannten türbidi-
rnetrischen Test betrugen z.B. die gemessenen Ände-
9 rungen des Meßsignals nach Start in den ersten Minuteri:
" 0,296, 0,202, 0,085,0,026, 0,010, 0,006, 0,005, 0,003,
0,002; bei Auswertung der Trübungsabnahjne zwischen
der 4. und 9. Minute errechnen sich 160 U/L Möglicher-
weise ist die von Kreutzer et al. bei einem ihrer Patienten
beobachtete Diskrepanz zwischen der auf das 5-fache der
oberen-Normgrenze erhöhten Amylase und der nicht
angestiegenen Lipase so zu erklären (Abb. 3 B in Lc.
(10)). Ohne Frage hat es für den Patienten erhebliche
klinische Folgen, wenn statt eines sehr hohen Ergeb-
nisses ein solches herausgegeben wird, das im Referenz-
bereich liegt. In Bezug auf die Lipase sei hier nur an die
Bedeutung der Befunde bei der Differentialdiagnose des
akuten Abdomens erinnert. Ein möglicher grober Fehler
dieser Art läßt sich vermeiden, wenn man sich einen
Überblick über den gesamten Reaktionsablauf verschafft,
indem längere Zeit in Minutenabständen abgelesen wird.
Da im sogenannten turbidimetrischen Test Triolein als
Substrat verwendet und die Kalibrierung über einen
Enzymstandard vorgenommen wird, dessen katalytische
Aktivität durch kontinuierliche Titration bestimmt
wurde, wäre eine vollständige Übereinstimmung der so
gewonnenen Ergebnisse mit denjenigen des titrimetri-
schen Tests zu erwarten. Vermutlich durch eine serum-
spezifische Trübungsreaktion werden jedoch im Einzel-
fall mehr oder weniger starke Abweichungen gefunden,
so daß die Meßdaten der beiden Methoden signifikante,
jedoch nicht systematische Unterschiede zeigen. Die
von Beck-Oostendorp et al. (19) gefundenen systema-
tischen Abweichungen beruhen darauf, daß bei der von
den Autoren verwendeten Zweipunktmethode nach
Weber mit dreistündiger Inkubation (20) (irrtümlich als
Methode nach Rick bezeichnet!) nicht die Anfangs-
geschwindigkpit der Triolein-Hydrolyse gemessen wird,
so daß falschlich zu niedrige katalytische Aktivitäten
gefunden werden.
Wodurch die von Ziegenhorn et al. (3) beim titrimetri-
schen Verfahren im Vergleich zum sogenannten turbidi-
metrischen Test beschriebenen Restaktivitäten nach
Inaktivierung von Serum bei 56 °C Zustandekommen
sollen, ist unklar. Bei der Interpretation der angegebenen
Zahlenwerte ist zu berücksichtigen, daß zwischen
geringen katalytischen Aktivitäten und vollständiger
Inaktivierung nur dann unterschieden werden kann,
wenn das Auflösungsvermögen der Meßanordnung den
bereits mitgeteilten Anforderungen (21) entspricht.
Unter diesen Bedingungen (250 -Bürette) entspricht
l % Bürettenvolumen pro Minute bei Einsatz von l ,0 ml
Serum einer katalytischen Aktivität von 25 U/l. Ver-
wendet man eine l ,0 ml-Bürette, so vermindert sich die
Empfindlichkeit auf ein Viertel, l % Bürettenvolumen
pro Zeiteinheit ergibt dann bereits eine katalytische
Aktivität von 100 U/l. Es ist zweifelhaft, ob mit einer
derartigen Ausrüstung z.B. zwischen 16 bzw. 32 U/l
(Tab. 2 aus I.e. (3)) und Null differenziert werden
kann. Außerdem ist unklar, wieso keinerlei Korrelation
zu den Ausgängsaktivitäten vorliegt und gerade in dem
Serum mit der höchsten katalytischen Aktivität (2984
U/l) (Tab. 2 aus I.e. 3)) keine Restaktivität mehr gefun-
den wurde.
Da die Aktivität der Lipoproteinlipase im sogenannten
turbidimetrischen Test nicht mitgemessen wird, ist diese
Methode der Titrimetrie in der bisher publizierten Aus-
führung (21) an Spezifität überlegen. Wie erste Versuche
zeigten, kann auch die Spezifität des titrimetrischen Ver-
fahrens durch Einsatz höherer Gallensalzkonzentrationen
bei Anwesenheit von Colipase gesteigert werden. Unter
diesen Bedingungen wird die Lipoproteinlipase ge-
hemmt, die Pankreaslipase jedoch nicht beeinflußt.
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Schlußfolgerung
Abschließend ist festzustellen, daß beim sogenannten
turbidimetrischen Test Verbesserungen erforderlich sind,
wenn damit im Einzelfall klinisch relevante Ergebnisse
erzielt werden sollen.
Folgende Punkte erscheinen besonders wichtig:
1. Die meßtechnische Empfindlichkeit des Verfahrens
sollte gesteigert werden.
2. Es ist erforderlich, minutenweise abzulesen, damit ein
Überblick über die Änderung des Meßsignals gewonnen
wird und fälschlich zu niedrige oder normale Ergeb-
nisse aufgrund eines sehr schnellen Substratverbrauchs
vermieden werden.
3. Störungen durch Trübungszunahme im Test bzw. nicht
linearen Reaktionsablauf, die bei mehr als 10% aller
Seren eine Bestimmung der Lipase unmöglich machen,
müssen eliminiert werden.
4. Die Testbedingungen sind so zu wählen, daß auch Ver-
dünnungen von Seren hoher katalytischer Aktivität
untersucht werden können.
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